




































Las	ENACH	o	NBIA	 (Neurodegeneration	with	Brain	 Iron	Accumulation)	 comprenden	un	grupo	
de	 enfermedades	 hereditarias	 que	 suelen	 cursar	 con	 depósitos	 de	 hierro	 en	 el	 cerebro,	
principalmente	en	los	ganglios	basales.	Nuestro	conocimiento	sobre	las	bases	moleculares	ha	
mejorado	 enormemente	 gracias	 a	 la	 utilización	 de	 herramientas	 de	 diagnóstico	 basadas	 en	
Next	 Generation	 Sequencing	 (NGS),	 las	 cuales	 resultan	 útiles	 en	 el	 diagnóstico	 de	
enfermedades	 de	 base	 genética	 heterogénea	 y	 compleja,	 como	 es	 el	 caso	 de	 las	 NBIA.	 Sin	
embargo,	 la	 incapacidad	 para	 interpretar	 las	 consecuencias	 clínicas	 de	 algunas	 variantes	




En	 el	 presente	 trabajo	 final	 de	 grado	 se	 ha	 realizado	 el	 filtrado	 de	 datos	 procedentes	 de	
secuenciación	 de	 exoma	 (WES,	 whole	 exome	 sequencing)	 de	 una	 familia	 (fNBIA-20)	 con	 el	
objetivo	de	determinar	las	bases	genéticas	de	la	enfermedad	del	probando.	Se	trata	de	un	caso	
esporádico,	 clínicamente	 caracterizado	 por	 una	 ataxia	 congénita	 no	 evolutiva	 asociada	 a	






homozigosis	 en	 un	 paciente	 con	 atrofia	 de	 cerebelo.	 Mediante	 ensayo	 de	 luciferasa,	 se	 ha	
observado	que	 la	proteína	mutada	posee	una	actividad	similar	a	 la	proteína	silvestre,	y	en	el	
ensayo	 de	 inmunofluorescencia	 no	 se	 han	 mostrado	 diferencias	 a	 nivel	 de	 localización	
subcelular	de	la	proteína	mutada	respecto	a	la	silvestre.	Análisis	adicionales	de	la	función	del	
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Next	 Generation	 Sequencing	 (NGS),	 which	 are	 useful	 in	 the	 diagnosis	 of	 diseases	 with	 an	
heterogeneous	and	complex	genetic	base,	as	in	the	case	of	NBIA.	However,	sometimes	it	is	not	




In	 this	end-of-degree	 thesis	we	have	 filtered	data	 from	whole	exome	sequencing	 (WES)	of	a	
family	(fNBIA-20),	in	order	to	determine	the	genetic	basis	of	the	disease	of	the	proband.	This	is	






gene	 in	 HeLa	 cells	 to	 characterize	 the	 c.158C>	 T	 mutation	 (p.Thr53Ile),	 identified	 in	
homozygosis	 in	 a	 patient	 with	 cerebellar	 atrophy.	 By	 means	 of	 luciferase	 assay,	 we	 have	
observed	 similar	activity	 levels	 in	 the	mutant	and	 the	wild	 type	protein.	Moreover,	with	 the	
immunofluorescence	 assay,	 no	 differences	 have	 been	 shown	 at	 the	 level	 of	 subcellular	
localization	 of	 the	mutated	 protein	with	 respect	 to	 the	wild	 one.	 Additional	 analysis	 of	 the	






























































amarillo;	 las	 proteínas	 asociadas	 al	 metabolismo	 de	 los	 lípidos	 y	 /	 o	 la	
remodelación	 de	 la	 membrana	 (PLA2G6,	 C19orf12,	 FA2H,	 SCP2),	 en	 azul;	 las	
proteínas	 relacionadas	 con	 el	 autofagosoma	 /	 lisosoma	 (WDR45,	 ATP13A2),	 en	
gris;	las	proteínas	asociadas	a	la	homeostasis	del	hierro	(FTL,	CP),	en	naranja;	las	
proteínas	 con	 funciones	 putativas	 (DCAF17,	 GTPBP2),	 en	 verde.	 Los	 signos	 de	




Figura	 4.	 Regulación	 de	 actividad	 GTPasa	 por	 GEFs	 y	 GAPs	 [Imagen	 modificada	 de	
Droppelmann	et	 al.,	 2014].	 Se	muestra	una	 lista	 representativa	de	efectores	de	
GTPasas	 relacionados	 con	 la	 regulación	 del	 sistema	 nervioso.	 Las	 abreviaciones	
usadas	corresponden	con:	ACK-1,	Activated	Cdc42-associated	kinase	1;	BICDR-1,	
Bicaudal-D-related	protein	1;	MRCKα,	Myotonic	dystrophy	kinase-related	Cdc42-
binding	 kinase	 alpha;	 N-WASP,	 Neural	 Wiskott-Aldrich	 syndrome	 protein;	 PAK,	
P21	 protein	 (Cdc42/Rac)-activated	 kinase;	 PKN,	 Serine-threonine	 protein	 kinase	
N;	ROCK,	Rho-associated	coiled-coil	containing	protein	kinase.	..............................	8	




Figura	 7.	 Actividad	 basal	 y	 estimulada	 con	 LPA	 de	 WT-PLEKHG2,	 T53I-PLEKHG2	 y	
control	 vacío	 (ø),	 en	 células	 HeLa.	 Las	 barras	 de	 error	 muestran	 la	 desviación	
estándar	 del	 triplicado	 de	 un	 único	 experimento.	 Los	 valores	 han	 sido	
normalizados	respecto	a	la	actividad	basal	de	PLEKHG2	WT	(con	valor	de	ratio=1).
	................................................................................................................................	27	
Figura	 8.	Western	Blot	de	PLEKHG2	y	 anti-actina	 (control	 de	 carga).	 Las	 células	Hela	
fueron	 transfectadas,	 independientemente,	 	 con	 los	 plásmidos	 pcDNA3.1	





Figura	 10.	 Actividad	 luciferasa	 frente	 a	 la	 cantidad	 de	 PLEKHG2.	 Ésta	 se	 calculó	
dividiendo	 el	 ratio	 de	 actividad	 luciferasa/renilla	 con	 el	 ratio	 de	 expresión	 de	
PLEKHG2/actina.	.....................................................................................................	28	
Figura	11.		Inmunofluorescencia	de	PLEKHG2-WT	(A,B)	y	PLEKHG2-T53I	(C,D)	en	células	





Figura	 13.	 Electroferograma	correspondiente	a	 la	 secuenciación	de	 la	muestra	NBIA-
271	para	el	cambio	en	OTUD3	c.	1121G>A	(p.R374K)	............................................	38	




Figura	 16.	 Electroferograma	correspondiente	a	 la	 secuenciación	de	 la	muestra	NBIA-
271	para	el	cambio	en	VPS13B	c.8788A>G	(p.N2930D)	.........................................	39	











































































































































de	hierro	en	el	 cerebro	 y	disfunción	motora	progresiva	 (Kurian	 y	Hayflick,	 2013;	 Tello	et	al.,	
2017).	 Se	 trata	 de	 enfermedades	 ultra-raras,	 con	 una	 prevalencia	 estimada	 de	 1/1.000.000	
(Tello	et	al.,	2017).		
	
La	 acumulación	 de	 hierro	 puede	 ser	 detectada	 in	 vivo	 mediante	 análisis	 de	 resonancia	
magnética	y	afecta	principalmente	a	las	regiones	de	los	ganglios	basales,	como	el	globo	pálido		
y	 la	 sustancia	 negra,	 aunque	 también	 puede	 afectar	 a	 otras	 regiones	 como	 la	 corteza	 y	 el	
cerebelo	(Levi	y	Tiranti,	2019).		
	
Se	 trata	 de	 enfermedades	 mendelianas	 o	 monogénicas	 que	 pueden	 seguir	 un	 patrón	 de	
herencia	autosómico	recesivo,	dominante	o	ligado	al	cromosoma	X	(Gregory	y	Hayflick,	2013).	
Su	 avance	 es	 devastador	 e	 incluye	 dificultades	 progresivas	 en	 el	 habla,	 disfagia,	 distonía,	
espasticidad,	 parkinsonismo,	 acinesia	 pura,	 disfunción	 oculomotora,	 pérdida	 de	 visión	 y	




Hasta	 la	 fecha	 se	 conocen	 12	 genes	 NBIA,	 cuyos	 productos	 están	 implicados	 en	 un	 amplio	
espectro	 de	 actividades	 biológicas	 (Tello	 et	 al.,	 2017;	 Di	 Meo	 y	 Tiranti,	 2018),	 aunque	 un	
número	 relevante	 de	 pacientes	 permanece	 sin	 diagnóstico	 genético.	 El	 mecanismo	 de	 la	
enfermedad	 	no	se	conoce	bien	y,	a	pesar	de	que	estas	enfermedades	se	caracterizan	por	 la	
acumulación	 de	 hierro	 en	 el	 cerebro,	 únicamente	 los	 genes	 CP	 y	 FTL	 están	 implicados	
directamente	en	el	metabolismo	del	hierro.	El	resto	de	genes	participan	principalmente	en	la	
biosíntesis	 de	 coenzima	 A	 (CoA)	 (PANK2	 y	 COASY),	 autofagia	 (WDR45	 and	 ATP13A2),	
metabolismo	lípido	(PLA2G6,	FA2H	y	C19orf12)	y	remodelación	de	membrana	(FTL	and	FA2H).	















Alrededor	 del	 35-50%	 de	 pacientes	 NBIA	 padecen	 PKAN	 (Pantothenate	 Kinase-Associated	
Neurodegeneration,	 gen	 PANK2),	 mientras	 que	 la	 segunda	 forma	 más	 frecuente	 es	 PLAN	




Los	 esfuerzos	 realizados	 en	 la	 última	década	 en	 la	 identificación	de	nuevos	 genes	 asociados	









la	 atrofia	 de	 cerebelo	 es	 característica	 de	PLAN	 y	 del	 síndrome	de	Kufor-Rakeb	 (Tello	et	 al.,	
2017).	El	cerebelo	ejerce	una	gran	influencia	en	el	comportamiento,	dadas	sus	interconexiones	




























al.,	 2013).	Además,	 está	 involucrado	en	 la	 planificación	 y	 ejecución	motora,	 así	 como	en	un	
abanico	de	funciones	emocionales	y	cognitivas	complejas	(Ito,	2006;	Ramnani,	2006).		
	









En	 los	 últimos	 años,	 nuestro	 conocimiento	 sobre	 las	 bases	 moleculares	 ha	 mejorado	
enormemente	 gracias	 a	 la	 utilización	 de	 herramientas	 de	 diagnóstico	 basadas	 en	 Next	
Generation	 Sequencing	 (NGS).	 Las	 tecnologías	 NGS	 resultan	 útiles	 en	 el	 diagnóstico	 de	
enfermedades	de	base	genética	heterogénea	y	compleja,	en	las	que	existe	un	gran	número	de	
genes	implicados	en	un	amplio	espectro	fenotípico	(Di	Resta	et	al.,	2018),	como	es	el	caso	de	
las	 NBIA.	 En	 estos	 casos,	 las	 técnicas	 NGS	 permiten	 analizar	 un	 gran	 número	 de	 genes	










genes	 potencialmente	 relevantes	 desde	 el	 punto	 de	 vista	 clínico.	 Suele	 ofrecer	 una	 buena	
cobertura	para	 la	 totalidad	del	panel	 analizado	 (Aziz	et	al.,	 2015;	 Johnston	et	al.,	 2012)	 y	 se	
trata	de	una	metodología	 relativamente	económica.	Otra	de	 las	 ventajas	del	uso	de	paneles	
frente	a	WES	o	WGS	es	 la	 reducción	del	número	de	hallazgos	 incidentales	y/o	el	número	de	
variantes	 de	 significado	 incierto	 (VUS,	 Variants	 of	 Unknown	 Significante),	 de	 las	 cuales	 se	








del	 panel	 de	 genes,	 el	 análisis	 mediante	 WES	 permite	 el	 descubrimiento	 de	 nuevos	 genes	
implicados	en	un	 fenotipo.	 La	aplicación	de	WES	es	útil,	por	ejemplo,	en	 los	casos	negativos	
tras	 secuenciación	 con	panel	 de	 genes,	 especialmente	 cuando	 se	 realiza	 en	 trío	 (constituido	
por	 el	 probando	–descendiente	 afectado-	 y	 los	 padres)	 (Di	 Resta	et	 al.,	 2018).	 Sin	 embargo,	
debemos	tener	en	cuenta	las	limitaciones	de	WES.	La	cobertura	completa	de	todos	los	exones	










Por	 lo	 tanto,	 WGS	 añade	 información	 sobre	 mutaciones	 en	 regiones	 reguladoras	 o	 sobre	









(UGGENN)	 inició	 en	 2015	 un	 proyecto	 financiado	 por	 la	 Fundació	 La	 Marató	 de	 la	 TV3,	
coordinado	por	la	Dra.	B.	Pérez-Dueñas	(H.U.	Vall	d'Hebron),	para	la	elaboración	de	una	escala	
clínica	 para	 pacientes	 PKAN	 y	 el	 diagnóstico	 genético	 de	 la	 población	 española	 NBIA	 con	 la	




En	 primer	 lugar,	 se	 realiza	 el	 análisis	 genético	 de	 PANK2	 y	PLA2G6	mediante	 secuenciación	
Sanger	 y	 amplificación	 de	 sondas	 dependiente	 de	 ligandos	 múltiples	 (MLPA,	 Multiplex	
Ligation-dependent	Probe	Amplification).	Esto	ha	permitido	diagnosticar	el	54%	de	los	casos.		
	
Los	pacientes	que	 resultan	negativos	para	estos	análisis	 son	 investigados	mediante	un	panel	
diseñado	 con	 tecnología	 SureSelectXT	 (Agilent)	 para	 Illumina,	 el	 cual	 comprende	 498	 genes	
implicados	en	NBIA	y	otros	trastornos	del	movimiento	(MovDisord-498;	Fig.	2).	Treinta	y	ocho	
pacientes	 han	 sido	 analizados	 con	 esta	 metodología	 y,	 de	 momento,	 se	 ha	 logrado	 el	








para	 el	 diagnóstico	 genético.	 En	 el	 caso	 de	 enfermedades	 pediátricas	 del	 neurodesarrollo,	












Es	 importante	 recalcar	 que	 la	mayoría	 de	 casos	 son	 esporádicos	 y	 por	 tanto,	 es	 de	 esperar	





En	 el	 marco	 del	 presente	 TFG,	 mediante	 WES	 se	 investigará	 una	 familia	 (fNBIA-20)	 con	 el	
objetivo	 de	 determinar	 las	 bases	 genéticas	 de	 la	 enfermedad	 en	 el	 probando,	 previamente	
estudiado	 mediante	 panel	 MovDisord-498	 sin	 resultados	 de	 interés.	 Se	 trata	 de	 un	 caso	





Los	avances	 tecnológicos	han	hecho	que	 la	 secuenciación	 rutinaria	de	 los	genomas	 sea	cada	
vez	 más	 práctica,	 incluso	 en	 entornos	 clínicos.	 Sin	 embargo,	 nuestra	 incapacidad	 para	
interpretar	 las	 consecuencias	 clínicas	 de	 las	 variantes	 genéticas	 descubiertas	 mediante	





del	 gen	o	proteína	no	es	 clara	 (Woods	et	al.,	 2016).	 En	estos	 casos,	 son	necesarios	estudios	








Al	 identificar	 un	 cambio,	 el	 primer	 paso	 para	 determinar	 su	 posible	 significación	 biológica	
consiste	en	anotar	 la	 frecuencia	del	cambio	en	bases	de	datos	poblacionales,	 lo	que	permite	
descartar	polimorfismos	benignos.	No	obstante,	no	podemos	asumir	que	estas	bases	de	datos	
contengan	únicamente	individuos	sanos,	y	por	tanto,	pueden	contener	variantes	patogénicas	
no	 identificadas	 como	 tales	 (Richards	et	 al.,	 2015).	 Por	 otra	 parte,	 las	 bases	 de	mutaciones	
patológicas	 	 aportan	 información	 sobre	 si	 la	 variante	 de	 interés	 ha	 sido	 asociada	 con	 el	
fenotipo.	Tras	esto,	es	necesario	confirmar	el	cambio	en	el	paciente	(mediante	secuenciación	





aquéllas	que	predicen	si	un	cambio	missense	es	dañino	para	 la	 función	de	 la	proteína,	como	
SIFT,	 Sorting	 Intolerant	 from	 Tolerant,	 https://sift.bii.a-star.edu.sg)	 o	 PolyPhen-2	
(Polymorphism	 Phenotyping	 v2,	 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/),	 y	 aquéllas	 que	
predicen	 si	 una	 determinada	 variante	 tiene	 un	 efecto	 sobre	 el	 splicing,	 como	 NNSPLICE	
(https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html)	 o	 HSF	 (Human	 Splicing	 Finder,	
http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml)	 (Richards	 et	 al.,	 2015).	 No	 obstante,	 su	 fiabilidad	 es	
insuficiente	 para	 utilizarlos	 como	 base	 en	 la	 toma	 de	 decisiones	 clínicas,	 ya	 que	 tienen	 un	
carácter	meramente	 predictivo	 (Weile	 y	 Roth,	 2018).	 Son	 también	 análisis	 computacionales	
que	aportan	información	para	la	 interpretación	de	una	variante,	el	modelaje	de	la	estructura	
tridimensional	de	 la	proteína	mutada	y	estudio	de	 la	conservación	del	residuo.	Respecto	a	 la	
primera	de	estas	aproximaciones,	cambios	de	aminoácido	pueden	causar	graves	alteraciones	
en	 la	 conformación	 final	 de	 la	 proteína	 alterando	 su	 función.	 El	 modelaje	 de	 la	 estructura	
tridimensional	 de	 la	 proteína	mutada	 permite	 un	 análisis	 a	 nivel	 atómico	 de	 las	 posiciones	
proteicas	 que	 pueden	 ser	 importantes	 para	 la	 estabilidad	 de	 la	 proteína	 o	 la	 formación	 de	










en	 homozigosis	PLEKHG2	 c.158C>T	 (p.Thr53Ile)	mediante	WES	 de	 un	 trío.	 El	 paciente	 había	
sido	 analizado	 previamente	 mediante	 el	 panel	 de	 genes	 MovDisord-498,	 mencionado	
anteriormente,	sin	resultados	de	 interés.	Además,	el	análisis	 in	silico	de	patogenicidad	hecho	
con	 SIFT,	 PolyPhen-2	 y	 MutationTaster	 (http://www.mutationtaster.org)	 predicen	 que	 la	
variante	p.T53I	es	deletérea.		
	
La	 mutación	 objeto	 de	 estudio	 en	 el	 presente	 trabajo	 (c.158C>T,	 p.T53I)	 corresponde	 al	
segundo	caso	debido	a	mutaciones	en	PLEKHG2	implicado	en	leucodistrofia	y	microcefalia,	con	
o	 sin	 distonía	 (MIM	 616763).	 La	 primera	 mutación	 caracterizada	 en	 PLEKHG2,	 c.610C>T	
(p.R204W),	 ha	 sido	 identificada	 en	 homozigosidad	 en	 cinco	 pacientes	 de	 dos	 familias	 con	




El	 gen	PLEKHG2	 codifica	 una	 proteína	 RhoGEF	 (Rho	guanine	 nucleotide	 exchange	 factor)	 de	
1387	 aminoácidos,	miembro	de	 la	 familia	Dbl	 (Zheng,	 2001).	 Las	 proteínas	de	este	 grupo	 se	
 7 
caracterizan	por	compartir	dos	regiones	conservadas:	el	dominio	de	homología	a	Dbl	(DH,	Dbl	
Homology)	 y	 el	 dominio	de	homología	 a	 pleckstrina	 (PH,	Pleckstrin	Homology),	 los	 cuales	 se	
encuentran	 en	 los	 residuos	 105-281	 y	 263-413,	 respectivamente,	 en	 la	 proteína	 PLEKHG2	
(Edvardson,	 2016).	 El	 dominio	 DH	 regula	 la	 especificidad	 por	 las	 RhoGTPasas	 y	 la	 actividad	
intercambiadora	de	nucleótidos,	mientras	que	el	dominio	PH	tiene	diversos	roles,	que	incluyen	
dirigir	la	localización	en	membrana	y	la	regulación	de	la	actividad	de	factor	intercambiador	de	
nucleótidos	 (GEF,	guanine	 nucleotide	 exchange	 factor)	 basal	 de	 la	 proteína	 (Rossman	et	 al.,	
2005;	Zheng,	2001).		
	
Las	proteínas	RhoGEF	tienen	un	 importante	papel	en	 la	activación	de	 las	Rho	GTPasas.	Éstas	
son	una	familia	de	de	veinticinco	miembros	de	la	superfamilia	Ras	de	pequeñas	GTPasas	(~20	
kDa).	Las	RhoGTPasas	pueden	dividirse	en	distintos	subgrupos	en	función	de	su	homología	de	
secuencia,	 entre	 los	 cuales	 destacan	 los	 subgrupos	 Rac,	 Rho	 y	 Cdc42	 por	 ser	 los	 más	
estudiados	y	caracterizados	 (Jaffe	y	Hall,	2005).	Al	 igual	que	 todas	 las	GTPasas,	 las	proteínas	
Rho	actúan	como	interruptores	binarios	al	alternar	entre	un	estado	conformacional	inactivo	-
unido	 al	 guanosín	 difosfato	 (GDP)-	 y	 activo	 -unido	 al	 guanosín	 trifosfato	 (GTP)-	 (Van	Aelst	 y	
D’Souza,	1997).	Este	mecanismo	es	controlado	por	la	célula,	la	cual	regula	la	interconversión	y	
accesibilidad	entre	las	dos	formas	de	varias	maneras	(Fig.	4).	Los	GEFs	estimulan	el	intercambio	
de	 GDP	 por	 GTP	 para	 generar	 la	 forma	 activada	 de	 las	 GTPasas,	 que	 luego	 son	 capaces	 de	
reconocer	 dianas	 localizadas	 downstream	 o	 proteínas	 efectoras	 (Schmidt	 and	 Hall,	 2002),	
activando	 así	 distintas	 respuestas	 celulares.	 Por	 otra	 parte,	 las	 proteínas	 activadoras	 de	















Dado	 que	 las	 RhoGTPasas	 poseen	 una	 participación	 esencial	 en	 prácticamente	 todos	 los	
aspectos	 de	 la	 fisiología	 celular	 normal,	 no	 es	 sorprendente	que	una	 actividad	 aberrante	de	





Por	 otra	 parte,	 los	 receptores	 acoplados	 a	 proteínas	G	 (GPCRs,	G	 protein-coupled	 receptors)	
son	una	 clase	de	 receptores	de	 superficie	 celular,	 los	 cuales	pueden	 inducir	 la	 activación	de	
RhoGEFs	a	través	de	la	interacción	directa	de	las	subunidades	heterotriméricas	(α,	β	y	γ)	de	las	
proteínas	G	con	una	GEF	(Runne,	2013).	El	ácido	lipofosfatídico	(LPA)	es	un	fosfolípido	soluble	
en	 agua	 que	 estimula	 ciertos	 receptores	 GPCRs	 (Lin	 et	 al.,	 2010),	 induciendo	 un	 cambio	
conformacional	que	activa	las	subunidades	heterotriméricas	de	las	proteínas	G	(Rosenbaum	et	
al.,	 2009).	 En	 concreto,	 Ueda	 et	 al.	 (2008)	 mostraron	 que	 PLEKHG2	 es	 activado	



















































c.158C>T	 (p.Thr53Ile).	 Se	 investigará	 la	actividad	de	 la	proteína	mutada	mediante	ensayo	de	








complejas	 con	 cientos	 de	 genes	 asociados.	 La	WES	permite	 la	 identificación	de	 variantes	 en	
genes	no	asociados	con	enfermedad,	por	lo	que	proponemos	que	sería	posible	caracterizar	la	




difícil.	 Por	 ello,	 se	 hacen	 necesarios	 ensayos	 funcionales	 que	 ayuden	 a	 entender	 la	 posible	
patogenicidad	de	una	mutación.	Nuestra	hipótesis	es	que	los	estudios	funcionales	de	PLEKHG2	












2.-	 Investigar	 cómo	 la	 mutación	 novel	 PLEKHG2	 c.158C>T	 (p.Thr53Ile)	 identificada	 en	 un	
paciente	en	homozigosis	altera	la	función	correcta	de	la	proteína	causando	enfermedad.		
	
Palabras	 claves:	 NGS	 (Next	 Generation	 Sequencing);	 Exoma;	 Diagnóstico	 genético;	 NBIA	

























laboratorio	 (UGGENN)	 Mov-Disord-498,	 mencionado	 anteriormente.	 El	 DNA	 fue	 extraído	 a	



















trabajar	 manualmente	 con	 los	 datos.	 Al	 tratarse	 de	 un	 caso	 esporádico,	 lo	 esperable	 es	
identificar	 mutaciones	 de	 novo	 o	 mutaciones	 bialélicas	 asociadas	 a	 un	 modo	 de	 herencia	
autosómica	recesiva	(AR)	y,		tratándose	de	un	varón,	no	es	de	descartar	una	herencia	recesiva	
ligada	 al	 cromosoma	X	 (XR).	 Por	 lo	 tanto,	 para	 la	 generación	de	 los	 4	 ficheros	 de	 anotación	






Muestra	 fNBIA	 Individuo	 de	novo	 AR-C-HET	 AR-HOM	 XR	
NBIA-272	
fNBIA-20	
padre	 0/0	 0/0,	0/1	 0/1	 0/0	
NBIA-271	 madre	 0/0	 0/0,	0/1	 0/1	 0/1	
NBIA-24	 probando	 0/1	 0/1	 1/1	 1/1	
	
A	 continuación,	 se	 procedió	 a	 la	 selección	 de	 variantes	 candidatas.	 Se	 seleccionaron	
únicamente	 las	 variantes	 etiquetadas	 como	 “protein_coding”,	 es	 decir,	 aquellas	 que	 se	
encuentran	en	transcritos	anotados	que	codifican	para	proteína.			
	
Además,	 se	descartaron	 todas	aquellas	variantes	con	una	 frecuencia	del	alelo	menos	común	
(MAF,	 minor	 allele	 frequency)	 general	 superior	 a	 0,5%	 en	 la	 base	 de	 datos	 The	 Genome	
Aggregation	 Database	 (gnomAD,	 http://gnomad.broadinstitute.org),	 donde	 se	 recogen	
secuencias	exónicas	y	genómicas	de	 individuos	no	 relacionados	secuenciados	como	parte	de	
diversos	estudios	genéticos	poblacionales	 y	específicos	para	 ciertas	enfermedades.	Tras	este	
paso,	 se	 eliminaron	 también	 aquellas	 variantes	 con	 una	 MAF	 superior	 a	 1%	 en	 alguna	
población	en	concreto.		
	




Tras	 este	 paso	 de	 filtrado,	 las	 variantes	 restantes	 fueron	 manualmente	 clasificadas	 en	 tres	
grupos	 en	 función	 de	 los	 datos	 de	 frecuencia	 encontrados	 en	 gnomAD.	 El	 grupo	 de	mayor	
interés	está	constituido	por	 los	cambios	noveles,	que	no	aparecen	en	la	población	control.	El	
segundo	 grupo	 comprende	 cambios	 que	 aparecen	 en	 menos	 de	 10	 alelos,	 mientras	 que	 el	
tercer	 grupo	 agrupa	 aquellas	 variantes	 que	 aparecen	 entre	 10	 y	 50	 veces.	 Las	 variantes	 se	
priorizaron	en	función	del	modo	de	herencia	que	pudiera	estar	asociado	a	cada	gen,	es	decir,	
las	 variantes	 noveles	 se	 consideraron	mejores	 candidatas	 respecto	 a	 las	 que	 pertenecían	 al	
segundo	 y	 tercer	 grupo.	 Para	 el	 caso	 de	 dos	 cambios	 en	 un	 mismo	 gen	 y	 supuestamente	
asociadas	 a	una	herencia	 autosómica	 recesiva,	 se	 tuvieron	en	 cuenta	 también	 variantes	 con	
frecuencia	 relativamente	 baja	 pero	 que	 no	 fueran	 anotadas	 en	 homozigosis	 en	 la	 base	 de	
datos	gnomAD.		
	
En	 todos	 los	 casos,	 se	 comprobó	 que	 los	 parámetros	 de	 calidad	 de	 la	 base	 leída	 tras	 la	
secuenciación	fuesen	óptimos	y	que	la	cobertura	de	la	misma	estuviese	por	encima	de	valores	











https://www.omim.org),	 ClinVar	 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)	 y	 Human	 Gene	
Mutation	 Database	 (HGMD,	 http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)	 para	 comprobar	 si	 los	
genes/variantes	en	cuestión	habían	sido	relacionados	previamente	con	alguna	patología.		
	
Además,	 consultamos	 la	 base	 de	 datos	 The	 Human	 Protein	 Atlas	
(http://www.proteinatlas.org),	 que	 muestra	 los	 patrones	 de	 expresión	 de	 la	 proteína	 de	
interés	en	distintos	 tejidos.	Se	utilizaron	también	 las	bases	de	datos	Bgee	 (https://bgee.org),	
que	contiene	información	sobre	patrones	de	expresión	génica	en	múltiples	especies	animales	






Finalmente,	 utilizamos	 predictores	 in	 silico	 para	 analizar	 las	 variantes	 de	 interés.	 Para	 las	
variantes	missense	se	utilizaron	los	predictores	SIFT	(https://sift.bii.a-star.edu.sg)	y	PolyPhen-2	
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).	 El	 primero	 basa	 la	 predicción	 en	 el	 nivel	 de	
conservación	de	la	secuencia,	mientras	que	el	segundo	se	basa	en	el	estructura/función	de	la	
proteína,	 además	 del	 nivel	 de	 conservación	 de	 la	 secuencia.	 Para	 los	 cambios	 sinónimos,	 se	
utilizaron	 predictores	 de	 defectos	 de	 splicing.	 Estos	 fueron	 NNSPLICE	











Las	 secuencias	 genómicas	 para	 el	 diseño	 de	 cebadores	 se	 obtuvieron	 de	 la	 base	 de	 datos	
Ensembl	 Genome	 Browser	 37	 (ENSEMBL,	 http://www.ensembl.org).	 Se	 tuvieron	 en	 cuenta	
algunos	criterios	para	el	diseño	de	cebadores,	los	cuales	se	indican	a	continuación:		
a) Los	cebadores	deben	tener	un	tamaño	de	entre	18	a	22	bp,	para	evitar	amplificaciones	
inespecíficas.	 	 Además,	 es	 preferible	 que	 la	 diferencia	 entre	 ambos	 cebadores	 en	 el	
número	de	bases	sea	reducida.		
b) El	amplicón	debe	ser	de	300-700	pb.		
c) Se	 debe	 evitar	 que	 los	 cebadores	 hibriden	 con	 regiones	 con	 polimorfismos,	
especialmente	 si	 se	 trata	 de	 SNPs	 (single	 nucleotide	 polymorphisms)	 que	 se	
encuentran	con	una	elevada	frecuencia	en	la	población	control.				
d) La	 temperatura	 de	 hibridación	 de	 los	 cebadores	 debe	 ser	 entre	 50	 y	 60,	 y	 la	
diferencia	entre	ambos	cebadores	debe	ser	preferiblemente	menor	de	2.		















Todos	 los	 oligonucleótidos	 utilizados	 en	 este	 estudio	 fueron	 resuspendidos	 en	 H2O	 libre	 de	




























































-	 -	 19,5	 VWR	Life	Science	
Tampón	Standard	10x	con	
MgCl2	
10X	 1X	 2,5	 Biotools	
dNTPs	 20	mM	 0,4	mM	 0,5	 IBIANLab	
Technologies	
Cebador	directo	 10	µM	 0,2	µM	 0,5	 Sigma-Aldrich	
Cebador	reverso	 10	µM	 0,2	µM	 0,5	 Sigma-Aldrich	
Taq	polimerasa	 1	U/µL	 0,5	U/µL	 0,5	 Biotools	
Dimetilsulfóxido	(DMSO)*	 14,1	M	 0,85	M	 1,5	 Sigma-Aldrich	






Fases	 Tiempo	 Temperatura	()	 Número	de	ciclos	
Inicio	 5	min	 95	 1	
Desnaturalización	 30	s	 95	 35	
Hibridación*	 30	s	 X	
Extensión	 35	s	 72	
Elongación	final	 7	min	 72	 1	
Reposo	 4		 4	 1	
*La	temperatura	de	hibridación	varia	según	la	pareja	de	cebadores,	y	se	indica	en	la	tabla	4.	
	
Los	productos	de	 la	 PCR	 se	 analizaron	mediante	electroforesis	 en	 gel.	 Para	 ello,	 se	utilizó	 el	
agente	intercalante	GelRed	(Biotium),	en	geles	de	agarosa	al	1%,	preparados	con	TAE	1%	(Tris,	











































Las	 secuencias	 de	 los	 constructos	 pcDNA3.1	 [Myc/WT-PLEKHG2]	 y	 pcDNA3.1	 [Myc/T53I-
PLEKHG2]	 fueron	verificadas	mediante	 secuenciación	Sanger,	 llevada	a	 cabo	por	el	 SGGT	del	






















Las	 secuencias	 obtenidas	 fueron	 alineadas	 al	 genoma	 de	 referencia	 GRCh37	 (Ensembl,	










Se	utilizaron	 los	cebadores	 indicados	en	 la	 tabla	7,	 los	cuales	 fueron	diseñados	siguiendo	 las	
indicaciones	del	fabricante.	Durante	la	verificación	de	la	integridad	del	plásmido	se	encontró	el	
cambio	p.	I417F	(c.1252A>T),	por	lo	que	se	realizaron	dos	mutagénesis	dirigidas.	Por	una	parte,	
se	 eliminó	 el	 cambio	 p.	 I417F	 (c.1252A>T)	 y,	 por	 otra	 parte,	 se	 introdujo	 el	 cambio	 p.T53I	









































-	 -	 33,5	 VWR	Life	
Science	
dNTPs	 20	mM	 0,4	mM	 1	 IBIANLab	
Technologies	






Dimetilsulfóxido	 14,1	M	 1,41	M	 5	 Sigma-Aldrich	
MgSO4	 25mM	 0,5	mM	 1	 Biotools	
Primer	directo	 10	mM	 0,25	mM	 1,25	 Sigma-Aldrich	







Fases	 Tiempo	 Temperatura	()	 Número	de	ciclos	




Reposo	 	 4	 1	
	
El	producto	obtenido	tras	la	PCR	fue	digerido	añadiendo	1		µL	de	la	enzima	de	restricción	Dpn	I	










Para	ello	 se	descongelaron	en	hielo	 alícuotas	de	50	µL	de	 células	E.	Coli	DH5α	competentes	
(almacenadas	 a	 80°C).	 Una	 vez	 descongeladas,	 se	 pipetearon	 3	 µL	 del	 DNA	 plasmídico	 de	
interés	en	las	bacterias	competentes,	tras	lo	que	se	removió	el	tubo	cuidadosamente.	Después	
de	30	minutos	de	 incubación	en	hielo,	 se	 sometió	a	 las	 células	 a	un	 choque	 térmico	a	42	
durante	25	segundos,	seguido	de	una	incubación	en	hielo	durante	2	minutos.	Posteriormente,	
se	añadieron	250	µL	de	medio	liquido	Luria	Bertani	(LB)	(Scharlau),	pre-calentado	a	37,	a	la	
mezcla	de	 transformación,	y	 se	 incubaron	 las	células	durante	1	h	a	37	 y	en	agitación	 (200	
rpm)	 para	 permitir	 la	 recuperación	 de	 las	 células	 del	 choque	 térmico.	 A	 continuación,	 se	
centrifugaron	a	6000	rpm	durante	60	s	y	se	retiró	parte	del	sobrenadante	para	concentrar	las	
solución	 de	 medio	 con	 células.	 Finalmente,	 se	 sembraron	 las	 células	 en	 placas	 de	 agar	 LB	
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inocularon	 colonias	 aisladas	 en	 5	 ml	 de	 medio	 liquido	 LB	 con	 ampicilina	 a	 100	 µg/mL	 y	 se	
dejaron	crecer	durante	la	noche	a	37	y	en	agitación	(200	rpm).		
	
La	 extracción	 de	 ácidos	 nucleicos	 fue	 llevada	 a	 cabo	mediante	 dos	 procedimientos.	 Por	 una	
parte,	 se	 realizaron	 minipreps	 (extracciones	 a	 pequeña	 escala)	 mediante	 el	 kit	 High	 Pure	
Plasmid	 Isolation	 (Roche)	 y,	 por	 otra	 parte,	 se	 realizaron	midipreps	 (extracciones	 a	mediana	
escala)	 mediante	 el	 kit	 PureLink™	 HiPure	 Plasmid	 Midiprep	 (Thermo	 Fisher	 Scientific),	 en	



















Las	 células	 fueron	 cultivadas	 en	Dulbeco’s	modified	 Eagle’s	Medium	 (DMEM)	 –	high	 glucose	
suplementado	 con	 suero	 fetal	 bovino	 (SFB)	 (10%),	 penicilina-estreptomicina	 	 al	 1%	 (100	
unidades	de	penicilina	y	0,1	mg	de	streptomicina/mL)		y	solución	de	L-Glutamina		al	1%	(2mM).	




separar	 las	 células	 del	 sustrato	 se	 empleó	 la	 solución	 tripsina-EDTA	 Gibco®	 (Thermo	 Fisher	

















Fases	 Tiempo	 Temperatura	()	 Número	de	ciclos	





















dNTPs	 20	mM	 0,4	mM	 0,5	
Myco1-f	 10	µM	 0,2	µM	 0,5	
Myco2-r	 10	µM	 0,2	µM	 0,5	
Taq	polimerasa	 1	U/µL	 0,5	U/µL	 0,5	










fueron	 transferidas	 a	 un	 frasco	 t75	 (superficie	 de	 crecimiento	 de	 75	 cm2).	 A	 partir	 de	 este	






siguiendo	 el	 protocolo	 del	 fabricante.	 Se	 utilizó	 un	 ratio	 3:1	 de	 reactivo	 Fugene	 HD	
(µL):DNA(µG).		
	
Primer	 Secuencia	(5’-3’)	 Tamaño	amplicón	(pb)	 Tm	()	
Myco1-f	 GGCGAATGGGTGAGTAACAGG	 500	 58	
Myco2-r	 CGGATAACGCTTGCGACTATG	
 21 
Para	 los	 ensayos	 de	 luciferasa,	 la	 cantidad	 de	DNA	 transfectado	 por	 pocillo	 fue	 de	 1	 µg	 del	
plásmido	 pcDNA3.1	 [Myc/WT-PLEKHG2]	 o	 pcDNA3.1	 [Myc/T53I-PLEKHG2],	 200	 ng	 de	
pGL4.33[luc2P/SRE/Hygro]	y	100	ng	del	plásmido	control	pRL-TK.	Para	la	inmunofluorescencia,	







Seis	 horas	 post-transfección,	 el	 medio	 fue	 cambiado	 a	 medio	 DMEM	 -	 High	 glucose	
suplementado	con	penicilina-estreptomicina	(1%)		y	solución	de	L-Glutamina	(1%),	sin	SFB,	con	
o	sin	LPA.		Para	ello,	se	retiró	el	medio,	se	lavó	con	PBS	dos	veces,	y	se	añadió	el	medio	sin	SFB	












Para	medir	 la	 actividad	 luciferasa	 en	 células	 HeLa,	 se	 utilizó	 el	 kit	Dual	 Luciferase	 Reporter	













Se	 llevó	 a	 cabo	 un	 SDS-PAGE	 y	 un	Western	 Blot	 para	 detectar	 la	 expresión	 de	 la	 proteína	
PLEKHG2	 sobre-expresada.	 Para	 ello,	 se	 cuantificó	 la	 concentración	 de	 proteína	 total	 de	 los	
lisados	obtenidos	en	el	apartado	anterior	mediante	el	kit	PierceTM	BCA	Protein	Assay	(Thermo	





utilizó	 el	 marcador	 Precision	 Plus	 Protein	 TM	All	 Blue	 Prestained	 Protein	 standards	 (BioRad).	
Posteriormente,	las	proteínas	fueron	transferidas	a	membranas	de	difluoruro	de	polivinilideno	
(Thermo	Fisher	Scientific)	durante	2	horas	a	100	V,	utilizando	un	aparato	de	transferencia	Mini	
Trans-Blot	®	Electroforetic	 transfer	cell	 (BioRad),	de	acuerdo	al	protocolo	del	 fabricante.	Tras	
esto,	 las	 membranas	 fueron	 lavadas	 con	 agua	 destilada	 y	 teñidas	 con	 Ponceau	 	 S.	 (Sigma	
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Aldrich)	 para	 verificar	 que	 la	 transferencia	 se	 hubiera	 llevado	 a	 cabo	 correctamente.	 A	
continuación,	las	membranas	fueron	lavadas	con	TBST	(Tris·HCl	50mM,	pH	7.5,	NaCl	150	mM,	
Tween-20	 0.1%)	 hasta	 eliminar	 la	 tinción,	 y	 luego	 bloqueadas	 con	 5%	 de	 leche	 en	 polvo	
disuelta	en	TBST	durante	1	hora.	Posteriormente,	fueron	incubadas	con	el	anticuerpo	primario	
diluido	 en	 la	 misma	 solución	 de	 bloqueo,	 durante	 toda	 la	 noche	 a	 4.	 Se	 utilizaron	 los	
anticuerpos	primarios	Myc-Tag	 (9B11)	Mouse	 (Cell	 Signalling	Technology)	 (dilución	1:1000)	 y	




10	 minutos	 con	 TBST,	 incubadas	 con	 el	 anticuerpo	 secundario	 Goat	 anti-Mouse	 IgG	 (H+L)	










Para	 llevar	 a	 cabo	 el	 marcaje	 fluorescente	 de	 PLEKHG2,	 las	 células	 HeLa	 crecidas	 sobre	





a	 la	 dilución	 1:8000	 y	 se	 dejó	 durante	 toda	 la	 noche	 a	 4.	 Posteriormente,	 se	 realizaron	 3	
lavados	 de	 5	 minutos	 con	 PBS	 y	 las	 células	 fueron	 incubadas	 con	 el	 anticuerpo	 secundario	
marcado	con	Alexa	FluorTM	488	goat	anti-mouse	(Invitrogen),	a	la	dilución	1:250,	durante	1	h	y	
media.	 Tras	 esto,	 se	 volvieron	 a	 realizar	 3	 lavados	 de	 5	 minutos	 con	 PBS.	 Todos	 los	 pasos,	
excepto	la	incubación	con	el	anticuerpo	primario,	se	llevaron	a	cabo	a	temperatura	ambiente.	
Los	 cubreobjetos	 fueron	 colocados	 sobre	 los	 portaobjetos	 con	 medio	 de	 montaje,	 y	 se	
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VPS13B	








-/-	 +/-	 +/+	 XR	
	








Deubiquitinase	 3) (Tabla	 15),	 gen	 que	 codifica	 para	 una	 enzima	 deubiquitinasa.	 Según	 el	
predictor	 de	 splicing	 HSF,	 la	mutación	 podría	 crear	 un	 nuevo	 sitio	 aceptor,	 lo	 que	 alteraría	
potencialmente	 el	 procesado	 del	 mRNA.	 A	 nivel	 de	 proteína,	 según	 los	 predictores	 SIFT	 y	
PolyPhen-2,	 el	 cambio	missense	 tendría	 un	 efecto	 benigno	 y	 tolerado,	 respectivamente.	 El	
residuo	al	cual	afecta	 la	mutación	 (p.Arg374)	se	encuentra	en	una	región	 (C-terminal)	donde	
no	parece	haber	un	dominio	funcional	 importante.	OTUD3	se	expresa	en	distintas	células	del	
sistema	nervioso	 central	 (SNC),	 con	 una	mayor	 expresión	 en	 neuronas	 y	 astrocitos	 fetales	 y	
maduros	 (Zhang	 et	 al.,	 2016).	 También	 se	 ha	 detectado	 expresión	 en	 distintos	 estadios	 de	
desarrollo	 en	 regiones	 del	 SNC	 tales	 como	 cerebelo,	 el	 córtex	 del	 cíngulo	 anterior	 o	 córtex	
prefrontal	(Bastian	et	al.,	2008).	
	
Por	 otra	 parte,	 se	 identificaron	 dos	 variantes	 en	 heterozigosis	 compuesta	 en	 el	 gen	VPS13B	
(vacuolar	 protein	 sorting	 13	 homolog	 B)	 (Tabla	 16),	 también	 conocido	 como	 COH1	 por	 su	
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asociación	 con	 el	 síndrome	 de	 Cohen	 (MIM	 607817).	 La	 variante	 c.8788A>G	 (p.N2930D)	
genera	un	cambio	tolerado	y	benigno,	según	 los	predictores	 in	silico	de	patogenicidad	SIFT	y	
Polyphen,	 respectivamente,	 mientras	 que,	 a	 nivel	 del	 mRNA,	 la	 variante	 c.9405G>T	 podría	
generar	un	nuevo	sitio	aceptor	de	splicing.	Se	ha	descrito	alta	expresión	de	la	proteína	en	las	
neuronas	del	SNC	(Mochida	et	al.,	2004),	así	como	en	glía	y	tejido	endotelial	del	SNC	(Zhang	et	




dos	variantes	de	 interés	en	 los	genes	DMD	 (dystrophin)	 y	P2RY4	 (pyrimidinergic receptor P2Y4) 
(Tabla	 17).	 En	 cuanto	 al	 cambio	 en	 DMD:	 c.6029G>C	 (p.	 A2010G),	 gen	 que	 codifica	 para	
distrofina,	 las	 herramientas	 de	 predicción	 SIFT	 y	 PolyPhen-2	 lo	 señalan	 como	 tolerado	 y	
benigno,	respectivamente.		Mutaciones	en	este	gen	se	asocian	a	distrofia	muscular	de	Becher	
y	distrofia	muscular	de	Duchenne,	ambas	con	herencia	recesiva	 ligada	al	cromosoma	X.	Para	
DMD,	 se	ha	descrito	expresión	en	 células	del	 SNC,	 siendo	mayor	en	astrocitos	 (Zhang	et	al.,	




para	 un	 receptor	 pirimidinérgico	 que,	 hasta	 la	 fecha,	 no	 ha	 sido	 asociado	 con	 fenotipos	
clínicos.	 Los	 predictores	 SIFT	 y	 PolyPhen	 estiman	 que	 la	 variante	 podría	 tener	 un	 efecto	






















































































Para	 determinar	 si	 la	 mutación	 p.T53I	 podría	 afectar	 la	 función	 de	 PLEKHG2,	 se	 realizó	 un	
ensayo	 de	 luciferasa	 para	 comparar	 los	 niveles	 de	 activación	 del	 plásmido	 reportero	 de	
luciferasa,	entre	PLEKHG2	mutante	 (p.T53I)	y	WT.	El	 resultado	de	un	único	ensayo,	 realizado	
por	triplicado,	muestra	que	p.T53I	 	presenta	mayores	niveles	de	actividad	luciferasa	frente	al	
WT	 (Fig.	 7).	 La	 inducción	 a	 nivel	 celular	 por	 parte	 de	 LPA,	 revela	 una	 mayor	 actividad	 de	








Para	 determinar	 los	 niveles	 de	 sobre-expresión	 de	 la	 proteína	 mutante	 y	 WT,	 así	 como	 la	
integridad	 de	 las	mismas,	 se	 realizó	 un	 experimento	 de	Western	 Blot	a	 partir	 de	 los	 lisados	
celulares	tratados	con	LPA	empleados	en	el	ensayo	de	luciferasa. Con	dicho	ensayo, se	detectó	
una	 banda	 de	 aproximadamente	 150kDa	 correspondiente	 a	 la	 proteína	 PLEHKG2,	 tanto	
cuando	 se	 sobre-expresó	 la	 forma	WT	 –pcDNA3.1	 [Myc/WT-PLEKHG2]-,	 como	 la	mutante	 –














































Debido	 a	 que	 la	 actividad	 luciferasa	 es	 dependiente	 de	 la	 cantidad	 de	 PLEKHG2	 presente	 a	































































Para	 investigar	 posibles	 cambios	 en	 la	 localización	 celular	 de	 la	 proteína	 PLEKHG2	mutada,	
realizamos	un	ensayo	de	inmunofluorescencia	en	células	HeLa	que	sobre-expresaban	la	forma	
WT	o	mutada	p.T53I.		Como	se	muestra	en	las	figura	11,	el	patrón	de	distribución	de	PLEKHG2	
en	 membrana	 plasmática	 y	 en	 citoplasma	 en	 la	 línea	 celular	 HeLa	 aparece	 tanto	 al	 sobre-



















En	 el	 presente	 trabajo	 se	 ha	 realizado	 la	 secuenciación	 del	 exoma	 de	 un	 paciente	 y	 sus	
progenitores.	 	 El	 fenotipo	 del	 probando	 se	 corresponde	 con	 ataxia	 cerebelosa	 congénita	 no	
evolutiva,	asociada	a	discapacidad	intelectual,	signos	de	espasticidad	en	miembros	inferiores	y	
estrabismo,	 junto	 con	atrofia	 de	 cerebelo	 en	 neuroimagen	 en	 las	 pruebas	
complementarias.	Tras	el	filtrado	de	variantes	genéticas,	seleccionamos	5	cambios	noveles	en	
4	genes	candidatos,	entre	los	que	podría	resultar	complicado	determinar	la	variante	causante	
del	 fenotipo.	 Los	 estudios	 de	 validación	 mediante	 secuenciación	 Sanger	 nos	 ayudaron	 a	
descartar	el	gen	VPS13B	como	candidato	a	ser	responsable	de	la	enfermedad	en	el	paciente	de	
la	 fNBIA-20.	Una	de	 las	dos	variantes	 identificadas	en	este	gen,	 la	 c.9405G>T,	 resultó	 ser	un	












en	 los	 componentes	 de	 la	 cabeza.	 Además,	 la	 alteración	 de	 la	 función	 de	 P2RY4	 da	 como	
resultado	el	 fenotipo	de	cabeza	pequeña	y	una	expresión	 reducida	de	 los	genes	marcadores	
específicos	para	el	el	neuroectodermo	y	el	borde	neural	en	una	etapa	temprana	de	la	neurula.	
Por	 lo	 tanto,	 el	 gen	 	 P2RY4	 podría	 también	 estar	 relacionado	 con	 el	 desarrollo	 del	 SNC	 en	
humanos.			
	
Finalmente,	 la	 variante	 en	 el	 gen	OTUD3	 (c.1121G>A;	 p.Arg374Lys)	 es	 la	 única	 candidata	de	
novo	 identificada	 en	 la	 secuenciación	 del	 trío	 de	 la	 fNBIA-20.	 La	 proteína	 OTUD3	 ha	 sido	
descrita	como	de-ubiquitinasa	de	PTEN	(Yuan	et	al.,	2015),	ya	que	interactúa,	de-poliubiquitina	
y	 estabiliza	 PTEN.	 A	 su	 vez,	 PTEN	 se	 ha	 relacionado	 con	 la	 patogénesis	 de	 trastornos	
neurodegenerativos	 como	 la	 enfermedad	 de	 Alzheimer,	 la	 enfermedad	 de	 Parkinson	 y	 la	
esclerosis	 lateral	 amiotrófica	 (Wong	 and	 Cuervo,	 2010).	 Se	 ha	 detectado	 una	 elevada	
frecuencia	 de	mutaciones	 asociadas	 con	 gliobastoma	multiforme	 y	 transtornos	 neurológicos	
en	 pacientes	 con	mutaciones	 en	 la	 línea	 germinal	 de	 PTEN	 (Liaw	 et	 al.,	 1997;	 Nelen	 et	 al.,	
1997),	lo	que	señala	su	importante	papel	en	el	SNC.	Chang	et	al.	(2007)	demostraron	que	PTEN	
juega	un	rol	crítico	en	 la	regulación	del	desarrollo	neuronal,	el	crecimiento	y	 la	regeneración	
axonal,	 la	plasticidad	 sináptica	 y	 la	 supervivencia	 y	diferenciación	neuronal.	Además,	existen	




Los	 genes	 NBIA	 conocidos	 permiten	 el	 diagnóstico	 del	 80%	 de	 casos	 aproximadamente	
(Gregory	y	Hayflick,	2013).	La	idea	de	que	una	enfermedad	es	consecuencia	de	mutaciones	en	






en	 la	 comprensión	de	 este	 grupo	de	 enfermedades	 y	 en	 el	 desarrollo	 de	nuevas	 estrategias	
terapéuticas	(Bettencourt	et	al.,	2016).	En	ese	sentido,	la	interacción		mencionada	entre	PTEN	



















ejemplo,	 RGNEF/p190RhoGEF	 ha	 sido	 relacionada	 con	 esclerosis	 lateral	 amiotrófica	 (ELA)	
(Droppelman	et	al.,	2014).	Gracias	a	la	comprensión	cada	vez	mayor	del	papel	clave	de	los	GEF	
en	la	modulación	de	la	función	de	las	GTPasas	en	la	supervivencia	celular,	se	ha	sugerido	que	




Edvardson	 et	 al.	 (2016)	 llevaron	 a	 cabo	 un	 ensayo	 de	 luciferasa	 con	 la	 proteína	 PLEKHG2	
mutante	p.R204W	y	mostraron	que	ésta	tiene	menor	actividad	catalítica	que	la	proteína	WT.	




PLEKHG2	 sea	 causa	–al	menos,	 en	parte-	de	neurodegeneración.	 	Debido	a	que	 la	mutación	





















luciferasa.	Además,	 el	 análisis	 de	 la	 función	enzimática	directamente	de	muestras	biológicas	
del	paciente,	como	una	biopsia	de	fibroblastos	o	sangre,	o	la	utilización	de	modelos	animales,	
podría	 aportar	 pruebas	más	 sólidas	 que	 la	 expresión	 de	 la	 proteína	 in	 vitro	 (Richards	et	 al.,	
2015).	
	
Por	 otra	 parte,	 el	 estudio	 genético	 de	 PLEKHG2	en	otros	 pacientes	 de	 la	 serie	 clínica	 con	 el	
mismo	 fenotipo	 o	 similar,	 y	 la	 identificación	 en	 ellos	 de	 otras	 (o	 la	 misma	 variante)	 en	
PLEKHG2,	ayudaría	a	asociar	la	variante	con	la	enfermedad.		
	
Los	 resultados	 obtenidos	 en	 el	 presente	 trabajo	 aportan	 información	 sobre	 posibles	 nuevas		

















cabo	 ensayos	 funcionales	 con	 la	 finalidad	 de	 caracterizar	 la	mutación	 c.158C>T	 (p.Thr53Ile),	
identificada	 en	 homozigosis	 en	 un	 paciente	 con	 atrofia	 de	 cerebelo.	 Nuestros	 estudios	
preliminares	 en	 células	 HeLa,	 no	 han	 mostrado	 diferencias	 sustanciales	 entre	 la	 proteína	
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En	 el	 caso	 del	 cambio	 c.9405G>T	 en	 VPS13B	 se	 muestra	 únicamente	 el	 electroferograma	
correspondiente	a	la	muestra	24,	dado	que	se	trata	de	un	falso	positivo.		
	
	
Figura	18.	Electroferograma	correspondiente	a	la	secuenciación	de	la	muestra	NBIA-24	para	el	cambio	
en	VPS13B	c.9405G>T.	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
